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Abstract 
Nowadays, the therapeutic potential of mesenchymal stem cells (MSCs) and 
its conditioned medium (MSC-CM) has been extensively studied. They have 
ability to repair tissue and reduce local inflammation and to modulate de 
immune response.  Persistent renal tubular interstitial inflammation results 
in fibrosis and leads to chronic kidney disease (CKD). Unilateral ureteral 
obstruction (UUO) is a very well accepted renal fibrosis model. In this study 
we evaluated factors influenced by the administration of MSCs or MSC-CM in 
the UUO model. MSCs extracted from rat’s bone marrow were cultivated in 
vitro and characterized by flow cytometry and cellular differentiation. Four 
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groups of female rats were used in the experiments (n=7, each): SHAM, UUO 
(Ureteral Unilateral Obstruction), UUO+MSCs (Obstruction+ MSCs) e 
UUO+CM (Obstruction + MSC-CM). The MSCs or MSC-CM was 
administered via the abdominal vena cava after total ligation of the left 
ureter. After 7 or 14 days, rats were euthanized and serum and obstructed 
kidney were collected. It was observed reduction in the expression of 
molecules such as COL1A1, α-SMA and TNF-α in animals treated with MSCs 
or MSC-CM.  We observed reductions in amount of Caspase-3, α-SMA and 
PCNA in treated animals by Immunohistochemistry.   Results suggested that 
intravenous administration of MSCs or MSC-CM improved the fibrosis 
progression and change factors involved in apoptosis, inflammation, cell 
proliferation and Epithelial-Mesenchymal Transition in Wistar rats subjected 
to UUO indicating a potential tool in order to prevent or mitigate CKD. 
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Resumo 
O potencial efeito terapêutico das células-tronco mesenquimais (MSCs) e seu 
meio condicionado (CM) têm sido extensivamente estudados. Eles possuem a 
capacidade de reparar tecidos, reduzir inflamação local e modular respostas 
imunológicas. A inflamação túbulo-intersticial progride para fibrose e pode 
levar à doença renal crônica (DRC). A obstrução ureteral unilateral (UUO) é 
um modelo bem estabelecido de fibrose renal. No presente estudo 
examinamos fatores que podem ser influenciados pela administração de 
MSCs ou de seu CM na modelo de UUO. As MSCs foram extraídas de fêmures 
e tíbias de ratos, cultivadas in vitro e caracterizadas por citometria de fluxo e 
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diferenciação celular. Quatro grupos de ratas foram usados nos 
experimentos (n=7, cada): SHAM, UUO (Obstrução Ureteral Unilateral), 
UUO+MSCs (Obstrução+ MSCs) e UUO+CM (Obstrução + CM). As MSCs ou 
seu CM foram administrados via veia cava abdominal após total ligadura do 
ureter. Após 7 ou 14 dias os animais foram eutanasiados e tiveram soro e rins 
coletados. Foram observadas reduções nas expressões de moléculas como 
COL1A1, α-SMA e TNF-α nos animais tratados com MSCs ou seu CM.  
Observou-se, por imunohistoquímica, reduções nos níveis de caspase-3 
ativada, α-SMA and PCNA nos animais tratados. Os resultados sugerem que a 
administração intravenosa de MSCs ou de seu CM reduz a progressão da 
fibrose e modula fatores envolvidos na apoptose, inflamação proliferação 
celular e transdiferenciação epitélio-mesenquimal (EMT) em ratas Wistar 
submetidas à UUO, indicando uma possível ferramenta na prevenção ou 
redução na progressão para  DRC. 
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Introdução 
A doença renal crônica (DRC) afeta indivíduos do mundo todo, e hoje em dia 
é reconhecida como um dos grandes problemas da saúde mundial (1,2).  A 
fibrose intersticial é considerada a principal causa da progressão da DRC, a 
qual culmina em insuficiência renal crônica terminal (IRCT). A despeito dos 
esforços feitos para identificar novas terapias para o tratamento da DRC, o 
número de pacientes que necessitam de diálise e transplante de rins 
continua a crescer (3). Já que a maioria das doenças renais (sendo elas 
glomerulares ou intersticiais, congênitas ou adquiridas) pode levar à fibrose 
renal, há um grande interesse na identificação de fatores que podem 
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prevenir ou até mesmo reverter suas consequências. Ao contrário dos 
adultos, nos quais a diabetes e a hipertensão são as maiores causas de 
doenças renais, obstrução congênita do trato urinário é a maior causa 
identificada de falência renal em crianças e jovens (4).  
A obstrução do fluxo da urina ocorre tanto por alterações funcionais quanto 
por alterações estruturais do trato urinário, acarretando aumento da pressão 
hidrostática e configurando o que se denomina de uropatia obstrutiva.  Essa 
obstrução quando não identificada e tratada de maneira adequada pode 
resultar em danos ao parênquima renal e aparecimento de hidronefrose, isto 
é, a dilatação da pelve renal e dos cálices proximais à região de obstrução. É 
importante ressaltar que os termos hidronefrose e uropatia obstrutiva não 
significam a mesma coisa, já que a dilatação da pelve renal pode ser 
encontrada sem obstrução e a uropatia obstrutiva pode existir sem 
hidronefrose. 
A obstrução do fluxo urinário pode ocorrer em qualquer região do trato 
urinário, desde a pelve renal ao meato uretral. Porém, algumas regiões ao 
longo do trajeto são mais suscetíveis ao processo de obstrução. Exemplos são 
a junção ureteropiélica, o cruzamento do ureter com os vasos ilíacos e a 
junção ureterovesical. Quando se observam alterações funcionais e 
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histopatológicas do parênquima renal devido à obstrução do fluxo urinário, 
configura-se, então, a chamada nefropatia obstrutiva. 
Embora, na maioria das vezes, o processo seja reversível quando detectado 
precocemente, pode corresponder a até 4% dos casos de IRCT e ter causas 
diversas que diferem quanto ao fato de serem congênitas ou adquiridas. 
A incidência é bem variada entre as populações e depende principalmente 
dos fatores sexo e idade. Na América do Norte, por exemplo, a nefropatia 
obstrutiva é a primeira causa de IRCT em crianças e representa 
aproximadamente 20% dos transplantes pediátricos (5,6). 
Observa-se frequência maior, porém discreta, no sexo masculino durante a 
primeira infância. Nos adultos há uma leve predominância no sexo feminino. 
Isso devido principalmente à compressão externa do ureter por causa da 
neoplasia pélvica. Nos idosos a incidência volta a aumentar no sexo 
masculino, principalmente devido ao aparecimento de doença prostática (7). 
A obstrução ureteral unilateral (UUO) é um modelo experimental 
estabelecido de fibrose renal. Em coelhos, a UUO causa aumento na 
quantidade intersticial de colágeno I, III e IV, de fibronectina, de proliferação 
intersticial de fibroblastos e sua transformação em miofibroblastos (8,9).  A 
UUO é seguida de hidronefrose dentro de alguns dias, infiltração inflamatória 
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intersticial e morte celular por apoptose ou necrose (10). Desde então, os 
modelos animais de UUO vem sendo expandidos e refinados para elucidar a 
patogênese da nefropatia obstrutiva assim como os mecanismos 
responsáveis pela progressão da fibrose renal (11,12). 
A primeira vez que o termo “stem cell” (célula-tronco) foi usado data de 
1868, por Ernst Haeckel em estudos de botânica. Em anos posteriores, 
estudos sobre a hematopoese consolidaram o termo. Pappenheim (1896), 
Dantschakoff (1902) e Maximow (1909) descreveram o conceito de uma 
célula progenitora, capaz de se dividir, diferenciar-se e dar origem a todas as 
células do sangue. Em paralelo, estudos sobre a embriogênese e a biologia 
das células germinativas também resultaram na ideia da existência de uma 
célula progenitora pelos pesquisadores Theodor Boveri e Valentin Hacker, em 
1892 (13). 
Define-se hoje célula-tronco como a célula que se mantém em um estado 
indiferenciado, e que ao se dividir, geram células-filhas, ora semelhantes a 
elas (processo de auto-renovação), ora diferentes, gerando, assim, outra 
célula. Essa capacidade de se dividir e gerar células-filhas diferentes chama-
se divisão assimétrica e é uma das propriedades que define a célula-tronco. 
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As MSCs foram isoladas inicialmente em 1976, por Friedenstein e 
colaboradores (14) como células da medula óssea com capacidade de formar 
unidades de colônia semelhantes a fibroblastos in vitro. Em 1991, Caplan 
definiu o termo MSC como uma célula capaz de dar origem a outras 
linhagens de células diferentes da sua origem (15). 
O fácil isolamento das MSCs e sua rápida expansão em cultura as tornam as 
mais utilizadas dentre as células-tronco adultas. Uma vez isoladas da medula 
óssea e mantidas em cultura, elas são caracterizadas quanto a sua 
capacidade de diferenciação e quanto aos marcadores de superfície celular. 
As MSCs quando mantidas em meio de cultura, contendo determinados 
reagentes, podem se tornar adipócitos, osteócitos e condrócitos. Ou seja, as 
MSCs se diferenciam em outras células - uma de suas definições. Outra 
característica que define as MSCs são alguns marcadores de superfície, os CD 
(cluster differentiation). As MSCs apresentam-se positivas para CD44, CD73, 
CD105 (endoglina), entre outras e negativa para os marcadores CD45, CD34 e 
CD14 o que as distingue de linfócitos, células hematopoiéticas e monócitos 
respectivamente. Morfologicamente, as MSCs são células fusiformes, com 
formato semelhante a fibroblastos, e apresenta caracteristicamente, no 
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início de seu crescimento in vitro, formação de unidades formadoras de 
colônias semelhantes a fibroblastos. 
A administração das MSCs tem se mostrado uma boa alternativa de proteção 
em vários modelos de lesão renal aguda (LRA) (16). Os resultados tem 
demonstrado um efeito positivo do tratamento com MSCs na perda de 
função renal nos modelos de estágios iniciais da DRC.  Nesses estudos, 
contudo, a incorporação e transdiferenciação das MSCs injetadas são eventos 
muito raros, sugerindo que as MSCs tem primariamente função de suporte, 
provavelmente por secretar fatores de crescimento e citocinas (17,18). Tal 
ação parácrina pode ter potencial aplicação terapêutica para tratamentos 
livre de células, usando apenas os fatores secretados pelas MSCs em seu 
meio de cultura condicionado (CM). E se a administração desses fatores 
derivados das MSCs puderem realmente reduzir a progressão da DRC, esses 
tratamentos deverão ter relevância clínica, já que poderão evitar problemas 
com a administração alogênica de MSCs como incompatibilidade 
imunológica, má diferenciação das MSCs (19,20)  e tumorigênese (21,22). Até 
agora, pouquíssimos estudos tem se dedicado aos fatores secretados pelas 
MSCs e a relevância dessas observações na progressão da DRC permanece 
incerta.  
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Até onde sabemos, o efeito dos fatores secretados pelas MSCs ainda não 
foram investigados no modelo de UUO. Nossa hipótese é de que as MSCs e 
seu CM podem ter um papel terapêutico nesse modelo de DRC. Para suportar 
essa hipótese administramos MSCs ou seu CM no modelo de UUO em ratas e 
a habilidade das MSCs ou seu CM de reduzir fibrose, inflamação, apoptose e 
transição epitélio-mesenquimal (EMT) foram avaliadas. 
 
 
 
 
Objetivo 
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da administração das 
células-tronco mesenquimais ou seu meio condicionado no modelo 
experimental de obstrução ureteral unilateral em ratas. 
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MATERIAL E MÉTODO 
Declaração de Ética Experimental 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de São Paulo (número: 0093/10). Os cuidados necessários para o 
manuseio de animais seguiram estritamente as diretrizes institucionais 
estabelecidas. Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia de xilazina - 
ketamina e foram realizados todos os esforços possíveis para minimizar o 
sofrimento dos animais. 
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Grupos experimentais 
Os animais foram separados em quatro grupos experimentais com n=7 cada. 
• SHAM 
• UUO: animais obstruídos sem tratamento 
• UUO+MSC: animais obstruídos e tratados com MSCs 
• UUO+CM: animais obstruídos e tratados com CM  
 
Isolamento das MSCs 
Ratos Wistar, de aproximadamente 150g, foram sacrificados e tiveram suas 
medulas ósseas do fêmur e da tíbia retiradas. A medula óssea foi lavada com 
PBS estéril e acomodada em tubo de 15mL estéril. Em fluxo laminar, o 
material coletado foi lavado com PBS estéril 3 vezes (900g, 2 minutos). O 
material foi ressuspendido em 4mL meio DMEM-low glucose 
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para a separação da fração 
mononuclear da medula óssea, o material ressuspendido foi submetido ao 
protocolo do Histopaque (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A 5mL de 
Histopaque foi adicionado, delicadamente, 4mL do material coletado e 
centrifugado a 400g por 30 minutos. Após a centrifugação, forma-se uma 
interface entre o Histopaque e o meio DMEM que contem as células 
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mononucleares. Estas são selecionadas e lavadas com PBS por cinco vezes 
(900g, 5minutos). O sedimento formado foi ressuspendido em DMEM-baixa 
glicose, suplementado com Soro Fetal Bovino a 10%. As células foram 
acondicionadas em placas de 100 mm2 e mantidas em estufa de cultura a 5% 
CO2 e 37°C. Foram usadas para tratamento células da terceira e quarta 
passagens. 
 
Preparação de MC 
As MSCs em cultura que se encontravam na terceira ou quarta passagens e 
que apresentavam o mínimo de 80% de confluência foram lavadas com PBS e 
depois cultivadas em meio isento de soro fetal bovino durante 24 horas. 
Após as 24 horas o meio foi coletado e submetido à centrifugação para 
remoção dos detritos celulares a 2000 rpm durante 10 min a 4 ° C. Para cada 
animal foram utilizados 500 µl de meio gerados por 5x106 células. 
 
Cirurgia de obstrução (UUO) e injeção de MSCs ou CM 
Foram usadas nos experimentos ratas adultas do tipo Wistar, pesando entre 
250 a 300g. Todos os animais foram anestesiados com solução de cloridrato 
de xilazina e ketamina. Após a anestesia, os animais foram preparados  em 
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mesa cirúrgica apropriada. Uma incisão ventral de dois centímetros para 
exposição do ureter esquerdo foi realizada. Depois de separado, o ureter foi 
ligado em dois pontos com fio cirúrgico, com distância aproximada de 1 cm 
entre os mesmos, e cortado ao meio transversalmente, impedindo a 
passagem da urina(23). Logo após esse procedimento foram administradas 
1x106 de MSCs ou 500µL de CM nos grupos tratados através da veia cava na 
sua porção abdominal. Depois de terminado o procedimento, o ventre foi 
suturado e os animais colocados em caixas com maravalha, ração e água à 
vontade.  
Após 7 ou 14 de obstrução os animais foram eutanasiados. Foram coletados 
os rins esquerdos e soro de cada animal. Uma porção do rim foi fixada em 
formaldeído 10% para exames histológicos, enquanto outra porção foi 
armazenada em nitrogênio líquido para posterior análise por PCR em tempo 
real. 
 
Análise da função renal 
Para as dosagens de creatinina e ureia séricas foram utilizados kits da Labtest 
Diagnóstica®. O método se baseia na observação da reação da creatinina com 
o picrato alcalino. A creatinina e outros componentes do soro reagem com a 
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solução de picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor 
vermelha que é medido fotometricamente. 
 
Análise Histológica 
Os rins coletados foram lavados com solução salina e imersos em solução 
formol 10%, pH 7.4. Após a fixação, os tecidos foram desidratados com 4 
banhos de álcool puro durante 1 hora, diafanizados com 4 banhos de xilol 
durante 1 hora e parafinizados com 3 banhos de parafina durante o mesmo 
período. Após 24 horas de secagem, os blocos de parafina foram moldados 
para cortes em micrótomo (4μm) e posicionados em lâminas. Estas lâminas 
com os tecidos previamente cortados foram corados com hematoxilina-
eosina (HE) , observadas e analisadas em magnitude de 200x.  As imagens 
foram capturadas por câmara digital (Coolpix 550, Nikon, Japan) acoplada ao 
microscópio de luz (Eclipse400, Nikon, Japan), quantificadas segundo a escala 
de 0 a 3, correspondendo a uma alteração ausente, leve, moderada e grave. 
As lâminas foram analisadas por um patologista da UNIFESP-EPM, sem prévio 
conhecimento sobre o grupo a que pertencia cada rato. Para as lâminas 
coradas com HE foram analisados a presença de dilatação tubular aos 7 dias 
de obstrução e presença de atrofia tubular aos 14 dias de obstrução. A 
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presença de fibrose foi analisada pela marcação dos colágenos dos tipos I e III 
com a coloração por Sirius Red. As imagens foram capturadas por câmara 
digital (Coolpix 550, Nikon, Japan) acoplada ao microscópio de luz 
(Eclipse400, Nikon, Japan) e quantificadas no software J Image® pelo próprio 
pesquisador. 
 
Análises de Imunohistoquímica 
A preparação dos blocos de parafinas foi semelhante ao descrito 
anteriormente. O procedimento de imunohistoquímica foi realizado em 
cortes histológicos de 4μm de espessura, dispostos em lâminas histológicas 
previamente tratadas com o aderente poli-D-lisina. Realizou-se a 
desparafinização em xilol seguida da hidratação em solução aquosa de álcool 
etílico e lavagem com água. Após o bloqueio da peroxidase endógena com 
água oxigenada a 3% por quinze minutos, os cortes histológicos foram 
colocados em solução tampão EDTA à temperatura de 95°C em banho-maria 
por 30 minutos para a recuperação antigênica. Após descanso de 20 minutos, 
foram incubados com anticorpos primários para PCNA (antígeno nuclear de 
proliferação celular), α-SMA (alfa-actina de músculo liso) e caspase-3 ativada 
por 18 horas a 4°C em câmara úmida. Após a lavagem das lâminas com 
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solução salina tamponada, foram adicionados os anticorpos secundários em 
forma de polímeros incubando-os por 60 min (L-Sab Kit, Dako).  
A reação foi revelada com diaminobenzidina (L-Sab Kit, Dako) por cinco 
minutos e contracorada com hematoxilina de Harris. Como controle 
negativo, omitiu-se o anticorpo primário, onde não foram observadas 
marcações nos casos avaliados.  As lâminas foram examinadas em 
microscópio óptico, fotografadas e quantificadas com o auxílio dos 
programas CorelDraw® e UTHSCA Image Tool®. 
 
Análise da expressão gênica por PCR-tempo real 
Extração de RNA 
Os rins foram removidos, lavados com PBS e congelados em nitrogênio 
líquido. As alíquotas foram mantidas em freezer a -80°C até a data da análise. 
Foram usados 100 mg de tecido para cada extração do RNA.  100 mg de 
tecido congelado foram maceradas juntamente com 1 ml de Kit Trizol® (Life 
Tecnologies, USA). O reagente é responsável por causar lise das células e 
formar homogenato, que foi colocado em tubo plástico de 1,5 ml. Após a 
adição de clorofórmio, as amostras foram centrifugadas a uma temperatura 
de 4°C por 15 minutos a 12.000 rpm. Duas fases são formadas, uma orgânica 
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e outra aquosa, onde se encontra o RNA. A parte onde se encontra o RNA foi 
removida com auxílio de pipeta e o RNA foi precipitado através da adição de 
isopropanol seguida de centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O 
RNA foi então lavado com etanol a 75% e centrifugado a 10.500 rpm por 5 
minutos a 4°C. O precipitado formado foi ressuspendido em 50 L de água 
bidestilada livre de RNAses (Life Technologies, USA) e depois incubado entre 
55-60°C por 10 minutos. A quantificação de RNA expressa foi mensurada em 
espectrofotômetro (ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop - USA).  
Transcrição reversa 
Para essa reação foi usada solução-tampão específica para a enzima 
transcriptase reversa (Invitrogen Brasil Ltda), contendo 0,1 M do detergente 
dithiotritol (DTT) (Life Technologies, USA) e 10mM de cada nucleotídeo 
(Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), adicionados na forma de dNTPs. A 
esta solução foi acrescentada a quantidade de 2 g de RNA. Foram utilizadas 
também a enzima DNAse (Promega Corporation, USA) e seu tampão para 
eliminar possível DNA contaminante. Finalmente foi adicionado 1 unidade 
(1µL) da enzima transcriptase reversa. A reação foi realizada durante 1 hora a 
42°C e depois colocada a uma temperatura de 95°C durante 5 minutos para 
sua interrupção. Foram usados cDNAs na concentração de 1:10. 
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PCR em tempo real          
O nível de expressão dos RNAs mensageiros de cada molécula foi 
quantificado por PCR em tempo real utilizando aparelho GeneAmp 5700 
Sequence Detectation System SDS (ABI Prism 7700, Applied, Biosystems, CA, 
USA). Os primers dos genes-alvo foram desenvolvidos para detectar a 
expressão gênica com alta especificidade e sensibilidade. Os primers para 
TNF-α (forward: ACTCCCAGAAAAGCAAGCAA; reverse: 
CGAGCAGGAATGAGAAGAGG), Col1A1 (forward: 
TGGCCAAGAAGACATCCCTGAAGT; reverse: ACATCAGGTTTCCACGTCTCACCA) 
e α-SMA (forward: TATTGTGCTGGACTCTGGAGATGG; reverse: 
AGTAGTCACGAAGGAATAG CCACG) foram construídos com o programa 
Primer 3® e a β-actina usada como controle endógeno. As sequências foram 
obtidas através do banco de dados UCSC Genome Bioinformatics da 
Universidade Santa Cruz, Califórnia, EUA. 
Este método é baseado no acúmulo do produto do PCR monitorado pela 
fluorescência emitida pelo corante SYBR Green I (Applied Biosystems, USA), o 
qual exibe uma alta fluorescência quando se liga à dupla fita de DNA. A 
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expressão relativa do gene é calculada usando as condições dos estágios 
iniciais do PCR, onde a amplificação é logarítmica. Assim, pode-se 
correlacionar a amplificação ao número de cópias presentes na amostra. As 
reações foram submetidas a 40 ciclos onde o platô de amplificação pode ser 
observado em todas as amostras. 
A fluorescência durante cada ciclo foi analisada quantitativamente através de 
Prisma de ABI 7700 SDS (Biosystems Applied, CA, USA). Ao término do PCR, a 
temperatura é elevada de 60°C a 95 °C a uma taxa de 2 °C/min, e a 
fluorescência  medida a cada 15s para a construção de uma curva de 
desacoplamento. A quantidade relativa de RNA mensageiro (RNAm) de cada 
amostra foi estimada usando um padrão de referência calculado a partir do 
grupo controle como a média do número de ciclos determinados pelo limiar 
de todas as amostras. Os resultados para os experimentos de cada grupo 
foram corrigidos pela expressão de -actina, a qual foi utilizada como 
controle endógeno quantitativo e expressos em unidades arbitrárias. 
 
Análise Estatística 
Para a análise estatística da pesquisa foi utilizado o programa Prisma®. Os 
resultados estão expressos em média ± DP (desvio padrão). Para todos os 
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dados foi utilizada a análise de variância de uma via (One-way ANOVA) 
seguida de teste Newman-Keuls, que confere maior poder estatístico. Foram 
adotados como valores significantes aqueles que apresentaram p < 0,05. 
 
 
 
 
Resultados 
Análise da Função Renal 
Para analisar a função renal dos animais submetidos à obstrução, dois 
parâmetros foram escolhidos: creatinina e ureia séricas. 
Aos 7 dias a análise da creatinina sérica não mostra valores com diferença 
significativa entre os grupos. Os mesmos resultados foram observados aos 14 
dias (Fig. 1). 
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Ao analisar a ureia sérica também verificamos a ausência de valores com 
diferença significativa entre os grupos. Os resultados foram semelhantes 
para os grupos com 7 e 14 dias de obstrução (Fig. 2). Estes resultados eram 
esperados já que o rim contralateral se encontrava intacto, permitindo a 
manutenção da função renal. 
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Análise histológica 
Para a análise da lesão tubular, amostras de tecido renal foram coradas com 
hematoxilina e eosina (HE) 7 ou 14 dias após a obstrução. Sete dias após a 
obstrução foi observada e quantificada a presença de dilatação tubular 
enquanto no 14º foi avaliada a presença de atrofia tubular. A quantificação 
foi feita de maneira semi-quantitativa, dando valores para o nível de lesão: 1-
não há; 2-leve; 3-moderada; 4-grave. 
Aos 7 dias observa-se aumento na dilatação tubular no grupo UUO quando 
comparado ao grupo SHAM. O grupo UUO apresenta nível 2 de dilatação 
tubular, o que representa dilatação moderada (Fig. 3). Dentre os grupos 
tratados apenas o grupo UUO+CM apresentou melhora quando comparado 
ao grupo UUO, indicando dilatação tubular leve. 
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Ao analisar a presença de atrofia tubular aos 14 dias pós-obstrução, observa-
se existência de atrofia tubular no grupo UUO. Porém, os valores da atrofia 
tubular dos outros grupos mostraram não haver diferença significativa  
(Fig. 4). 
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Expressão gênica de Tnf-α  
Para examinar se o tratamento com as MSCs ou CM poderiam modular a 
progressão do processo inflamatório, a expressão gênica da citocina pró-
inflamatória foi analisada por PCR em tempo real após 7 e 14 dias após a 
obstrução. Após 7 dias de obstrução observa-se uma drástica redução nos 
níveis de expressão gênica de TNF-α nos grupos UUO+MSC e UUO+CM 
quando comparados ao grupo UUO (Fig. 5A). No 14º dia após a obstrução 
não foi verificada a amplificação de produtos. 
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Expressão gênica de Col1a1 nos tecidos renais 
Para confirmar a capacidade das MSCs e do CM de alterar a expressão gênica 
de colágeno I após a obstrução, foram mensurados os níveis de RNAm de 
Col1a1, gene que produz um componente do colágeno tipo I chamado cadeia 
pro-α1. A quantidade de  RNAm foi avaliada por PCR em tempo real 7 e 14 
dias após a cirurgia de obstrução. Aos 7 dias observa-se  nítida redução na 
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transcrição de Col1a1 nos grupos UUO+MSC e UUO+CM quando comprados 
ao grupo UUO (Fig. 5B). Contudo, aos 14 dias, a redução permanece apenas 
para o grupo tratado com o meio condicionado quando comparado aos 
grupos sem tratamento ou tratados com células (Fig. 5C). 
 
Análise da presença de colágeno I e III pela coloração Vermelho de 
Picrosirius  
Para examinar a quantidade de fibrose, amostras de tecido renal foram 
coradas com Vermelho de Picrosirius. Esse corante marca colágenos do tipo I 
e III e necessita de luz polarizada para sua perfeita visualização. No 7º dia 
após a obstrução observa-se um aumento na quantidade de deposição de 
colágenos I e III no grupo UUO quando comparado ao grupo SHAM. Observa-
se também que os grupos UUO+MSC e UUO+CM apresentam menor área 
marcada quando comparados ao grupo UUO (Fig. 6A). Para nossa surpresa, 
no 14º dia apenas o grupo UUO+CM parece continuar mantendo esse efeito 
de prevenção da progressão da fibrose quando comparado aos grupos 
UUO+MSC e UUO (Fig. 6B). 
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Expressão gênica e proteica de α-SMA nos tecidos renais  
Para verificar a presença de α-SMA, uma das moléculas que fazem parte do 
fenômeno conhecido por TEM (Transdiferenciação Epitélio-mesenquimal), 
analisou-se as suas expressões gênicas e proteicas nos tecidos renais. Depois 
de 7 e 14 dias após a obstrução foi observado aumento na expressão gênica e 
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proteica do grupo UUO (Fig. 7 A-D).  No 7º dia após a obstrução os dados 
mostram que houve redução de expressão gênica e proteica de α-SMA nos 
grupos UUO+MSCs e UUO+CM quando comparados ao grupo UUO (Fig.7A e 
B).  Ao 14º dia, contudo, a expressão gênica de α-SMA no grupo UUO+MSC se 
assemelha aos níveis do grupo UUO enquanto o grupo UUO+CM continua a 
exibir níveis reduzidos de expressão (Fig. 7C). Ao se observar a expressão 
proteica no 14º dia constatou-se que ambos os grupos, UUO+MSC e 
UUO+CM, continuavam a exibir menores quantidades de  α-SMA quando 
comparados ao grupo UUO (Fig. 7D). 
 
Imunohistoquímica para PCNA 
A proliferação celular é um importante marcador de lesão e regeneração 
tecidual.  Para avaliarmos o papel das MSCs e do CM na proliferação celular 
induzida pela UUO, foi analisada expressão proteica de PCNA através de 
ensaios de imunohistoquímica. Os resultados mostram aumento na 
proliferação celular do grupo UUO em ambos os períodos, 7 e 14 dias, com 
quantidades semelhantes.  No 7º dia, os grupos UUO+MSCs e UUO+CM 
mostraram aumento na proliferação celular quando comparados ao grupo 
UUO (Fig. 8A).  
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Já aos 14 dias, observa-se justamente o contrário. A proliferação celular está 
aumentada nos grupos UUO+MSCs e UUO+CM quando comparados ao grupo 
UUO (Fig. 8B). 
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Imunohistoquímica para CASPASE-3 ativada 
Para verificar a presença de apoptose nos tecidos renais após a UUO, foi 
analisada a expressão de caspase-3 ativada. A caspase-3 é um importante 
marcador desse processo e sua presença foi avaliada através de ensaios 
imunohistoquímicos. Após 7 dias de obstrução não se observa diferença nos 
níveis de caspase-3 entre os grupos (Fig. 9A). Após 14 dias, a quantidade de 
caspase-3 aumenta substancialmente no grupo UUO. Contudo, o grupo 
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UUO+MSC apresentou menor quantidade de marcações para caspase-3 
quando comparado aos grupos UUO+MSCs e UUO+CM (Fig. 9B). 
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Discussão 
As células-tronco exibem significativa capacidade proliferativa e podem se 
diferenciar em diversos tipos celulares (19,24). Não somente são utilizadas  
para os estudos relacionados ao desenvolvimento e envelhecimento 
humano, elas também têm se mostrado promissoras nos estudos de doenças 
genéticas, tratamentos clínicos e de regeneração/reconstrução de órgãos.  
Atualmente, a pesquisa com células-tronco se encontra na frente da pesquisa 
científica mundial (25). 
Estudos prévios já mostraram os efeitos benéficos da administração de MSCs 
em diversos modelos de LRA (16,18). Contudo, a relevância das observações 
em LRA e DRC permanece um tanto quanto obscura e os dados sobre 
administração de MSCs em DRC são esparsos. Poucos estudos foram 
realizados nesse sentido e sugerem que existe prevenção na progressão da 
DRC quando tratada com MSCs (17, 26-29). Além disso, embora a maioria dos 
estudos reportem que os efeitos benéficos das MSCs são, ao menos em 
parte, mediados de forma parácrina por fatores liberados pelas MSCs, apenas 
alguns estudos se propuseram a avaliar o CM derivado das MSCs como 
estratégia terapêutica (30-32).  
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Em nosso estudo é demonstrado pela primeira vez que a administração do 
CM derivado das MSCs, ou as próprias MSCs, pode alterar os níveis de 
fibrose, ETM, proliferação celular e apoptose no modelo de UUO. 
Koopen et al. demonstrou que o CM recupera a função renal em ratos com 
DRC estabelecida (30). Bi et al. observou que a administração  de CM 
aumenta a sobrevivência e limita a lesão renal em modelos de LRA, 
reduzindo a concentração de ureia (31). Geishari et al.,  contudo, não 
conseguiu confirmar tais efeitos benéficos do CM em modelos experimentais 
de  LRA (32). Estudos recentes suportam o papel central das microvesículas 
(33,34) ou exossomos (35)  produzidas pelas células tronco na regeneração 
tecidual. Em modelo experimental de infarto do miocárdio, os efeitos 
cardioprotetores do CM de MSC embrionárias foram atribuídos aos 
exossomos (36,37). 
Em nosso estudo não observamos mudança nos níveis séricos tanto da 
creatinina quanto da ureia. O resultado já era esperado devido à ação 
compensatória que o rim contralateral  exerce em casos de perda da função 
renal contralateral. 
Ao analisarmos a dilatação tubular após 7 dias e a atrofia tubular após 14 
dias observamos melhora apenas na dilatação tubular para o grupo 
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UUO+CM. Na avaliação de atrofia tubular dos grupos, entretanto, não 
observamos diferença significativa. O resultado do tratamento com CM 
parece atuar melhor na manutenção das estruturas tubulares, apesar da 
obstrução ser irreversível. Os resultados mais promissores são observados  
em nível molecular. 
Esse é o primeiro estudo a analisar o impacto do CM na transição epitélio-
mesenquimal (EMT) e fibrose renal induzidas pela obstrução. Outro estudo 
recente mostrou que as MSCs administradas arterialmente podem reduzir 
fibrose renal e EMT (38). Nossos resultados demonstram que a administração 
intravenosa das MSCs e de seu CM reduzem significantemente a expressão 
de α-SMA em resposta aos 7 e 14 dias de obstrução. Isso sugere que as MSCs 
e seu CM previnem a EMT induzida pela obstrução, a qual contribui para a 
progressão da fibrose com grande quantidade de fibroblastos originados do 
epitélio tubular durante a obstrução (39). Nossos resultados também 
demonstram que as MSCs e especialmente seu CM reduzem 
significantemente a deposição de colágeno e a fibrose intersticial, como visto 
pelos resultados do PCR em tempo real para RNAm de Col1A1 e a marcação 
com Sirius Red.   Assim, sugerimos  que o CM contém quantidades maiores 
de  fatores parácrinos gerados por um “pool” de células in vitro comparado 
47 
 
com a quantidade de fatores gerados pelo número de células que conseguem  
migrar para o  local da lesão.    
Para investigar os efeitos da administração das MSCs e de seu CM na 
inflamação, examinamos os níveis de TNF-α, um dos mais importantes 
indicadores envolvidos no processo inflamatório e fibrogênese nos tecidos 
renais (40). No 7º dia observamos uma acentuada redução nos níveis de 
expressão gênica de TNF-α. Contudo, no 14º dia, não encontramos nenhum 
traço de amplificação de produtos. Isso pode ter acontecido devido ao fato 
de o TNF-α ser um marcador de inflamação aguda e sua produção para após 
certo período. O resultado sugere que o mecanismo de proteção exercido 
pelas MSCs e seu CM podem envolver alterações na produção de TNF-α. O 
TNF-α é uma potente citocina inflamatória que tem sido relacionada à 
fisiopatologia de várias doenças renais e glomerulares. O TNF-α é produzido 
predominantemente pelas células epiteliais, e não pelos macrófagos 
infiltrados, em resposta à obstrução e tem sido descrito como citocina de 
importante papel na lesão renal causada por obstrução (41). O TNF-α 
diretamente estimula apoptose de células tubulares, expressão de  α-SMA e 
deposição de colágeno (42,43). Enquanto a produção alterada de TNF-α pode 
ser um mecanismo protetor gerado pelas MSCs e seu CM durante a UUO, o 
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papel específico do TNF-α nessa proteção e seus mecanismos de sinalização 
envolvidos nessa alteração ainda precisam ser determinados. 
O PCNA é um marcador bastante usado para proliferação celular. Células 
tubulares e intersticiais positivas para PCNA aumentam significativamente 
após 7 dias de obstrução. Esse aumento na proliferação celular está de 
acordo com outros estudos e provavelmente reflete a proliferação de células 
tubulares e intersticiais (44-48). No nosso estudo, 7 dias pós-obstrução, 
observamos uma redução na área marcada pelas células PCNA-positivas nos 
grupos UUO+MSC e UUO+CM quando comparados ao grupo UUO. Contudo, 
aos 14 dias, a quantidade no grupo UUO permanece quase a mesma 
enquanto a área marcada pelas células PCNA-positivas aumenta 
especialmente no grupo UUO+MSC. De alguma maneira, as MSCs parecem 
estimular a proliferação celular, provavelmente a de fibroblastos.  
E, finalmente, células positivas para caspase-3 ativada aumentam 
significantemente no rim obstruído (49). Após 7 dias de obstrução não 
observamos diferença significativa na quantidade de área marcada pelas  
células caspase-3-positivas entre os grupos, apenas um leve tendência de 
redução no grupo UUO+CM. Porém, aos 14 dias, observamos nítida redução 
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da marcação no grupo UUO+MSC. O resultado mostra possível capacidade 
das MSCs em reduzir a quantidade de apoptose no modelo de UUO. 
Em resumo, a fibrose renal intersticial é o resultado final da lesão levando à 
falência do órgão, independentemente da natureza da lesão renal inicial. 
Nossos resultados evidenciam, pela primeira vez, que a ação in vivo das MSCs 
e especialmente seu CM atenuam significantemente o dano túbulo-
intersticial no modelo experimental de fibrose túbulo-intersticial induzido 
pela  UUO. O efeito global de ambos os tratamentos com este modelo parece 
ter tanto ações anti-inflamatórias como anti-fibróticas. Tendo em vista seu 
efeito protetor sobre os diferentes mecanismos de patogênese, as MSCs e 
seu CM podem ser úteis como agentes terapêuticos precoces da fibrose renal 
progressiva nesta situação patológica. 
 
 
 
 
 
50 
 
Conclusão 
Os resultados do estudo sugerem pela primeira vez que a administração 
intravenosa de células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea e 
seu meio condicionado melhora a progressão da fibrose e modula fatores 
envolvidos na apoptose, inflamação, proliferação celular e transdiferenciação 
epitélio-mesenquimal em ratas Wistar sujeitas à UUO. 
Nossos achados indicam um potencial tratamento para essa progressiva 
fisiopatologia e nos ajuda a entender o meio de ação das MSCs.  
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Glossary 
AKI – acute kidney injury 
CKD- chronic kidney disease 
CM – conditioned medium 
Col1a1 – collagen type 1, helix alpha-1 
EMT – epithelial-mesenchymal transition 
MSC-CM – mesenchymal stem cells-derived conditioned medium 
MSCs – mesenchymal stem cells 
PCNA – proliferating cell nuclear antigen 
TNFα – tumor necrosis factor alpha 
UUO – unilateral ureteral obstruction 
α-SMA – alpha smooth muscle actin 
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Abstract 
The therapeutic potential of mesenchymal stem cells (MSCs) and its 
conditioned medium (MSC-CM) has been extensively studied nowadays. They 
have ability to repair tissue and reduce local inflammation and to modulate 
de immune response.  Persistent renal tubular interstitial inflammation 
results in fibrosis and leads to CKD. Unilateral ureteral obstruction (UUO) is a 
very well accepted renal fibrosis model. In this study we evaluated factors 
influenced by the administration of MSCs or MSC-CM in the UUO model. 
MSCs extracted from rat bone marrow were cultivated in vitro and 
characterized by flow cytometry and cellular differentiation. Four groups of 
female rats were used in experiments (n=7, each): SHAM, UUO (Ureteral 
Unilateral Obstruction), UUO+MSCs (Obstruction+ MSCs) e UUO+CM 
(Obstruction + MSC-CM). The MSCs or MSC-CM was administered via 
the abdominal vena cava after total ligation of the left ureter. After 7 or 14 
days rats were euthanized and serum and obstructed kidney were collected. 
MSCs or MSC-CM decreased the expression of molecules such as COL1A1, α-
SMA and TNF-α .  We also observed reductions in amount of Caspase-3, α-
SMA and PCNA in treated animals by Immunohistochemistry.  Our results 
suggest that intravenous administration of MSCs or MSC-CM improves 
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fibrosis progression and change factors involved in apoptosis, inflammation, 
cell proliferation and Epithelial-Mesenchymal Transition in Wistar rats 
subjected to unilateral ureteral obstruction, indicating a potential tool in 
order to prevent CKD. 
 
Introduction 
Chronic kidney disease (CKD) affects individuals worldwide (1,2), and is now 
recognized as a major public health problem. Interstitial fibrosis is regarded 
as one of the main pathway for CKD progression, which culminates in end-
stage renal disease. Despite the great deal of effort invested in identifying 
therapies for CKD, the number of patients requiring dialysis and kidney 
replacement continues to rise (3). Since most renal disorders (whether 
glomerular or interstitial, congenital or acquired) can lead to renal fibrosis, 
there is great interest in identifying underlying factors and contributors of 
this process in order to prevent or reverse these changes. In contrast to 
adults, in whom diabetes and hypertension are the major etiologies of renal 
failure, congenital urinary tract obstruction is the most important identifiable 
cause of renal failure in infants and children (9).  
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Unilateral ureteral obstruction (UUO) is a well-established model of renal 
fibrosis. In rabbits, UUO causes increased interstitial collagens I, III and IV, 
fibronectin, and heparin sulfate proteoglycan, and proliferation of renal 
interstitial fibroblasts and transformation into myofibroblasts (4,5).Ureteral 
obstruction is followed within a few days by hydronephrosis, interstitial 
inflammatory infiltration (macrophages), and tubular cell death attributable 
to apoptosis and necrosis (6). Animal models of UUO have been expanded 
and refined to elucidate the pathogenesis of obstructive nephropathy as well 
as mechanisms responsible for progressive renal fibrosis (7, 8). 
Administration of MSCs has been shown to offer protection in several 
experimental models of AKI (10).  Positive effect of MSCs treatment on the 
loss of renal function in early stage CKD models was already demonstrated. In 
these studies, however, incorporation and transdifferentiation of injected 
MSCs were rare events, suggesting that MSCs primarily have a supportive 
function, probably by secreting growth factors and cytokines (11,12). Such a 
paracrine mode of action has the therapeutic potential for cell-free 
treatment strategies using MSC-secreted factors. Importantly, if 
administration of MSC-derived secreted factors can reduce CKD progression, 
this may have great clinical relevance as therapy and could overcome the 
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problems associated with (allogenic) MSCs administration such as immune 
incompatibility, MSCs maldifferentiation (13, 14) and tumorigenesis (15, 16). 
Thus far, few studies have been carried out on MSC-secreted factors effects. 
To our knowledge, the effect of MSCs secreted factors has not yet been 
investigated in the model of UUO. 
We hypothesized that MSCs and MSC-CM could have a therapeutic role on 
CKD in this model. To support this hypothesis, we administrated MSCs or 
MSC-CM in an UUO model in rats. The ability of the MSCs or MSC-CM to 
reduce fibrosis, inflammation, apoptosis and Epithelial-Mesenchymal 
Transition (EMT) was assessed. 
 
Material and Method 
Ethics Statement 
This study was approved by the Research Ethics Committee of Federal 
University of São Paulo, Brazil, with animal care performed strictly according 
to established institutional guidelines.  All surgery was performed under 
xilazin-ketamin anesthesia, and all efforts were made to minimize the 
suffering. 
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UUO and injection of MSCs or CM 
Adult female Wistar rats weighing 250 to 300 g were anesthetized with 
xilazin-ketamin solution.  UUO was induced by ligating and cutting of the left 
ureter according to a method described previously (25). Briefly, after 
anesthesia, a 2 cm ventral incision was made. The left ureter was 
subsequently ligated in to two points and cut.  Sham treated animals 
underwent an identical surgical procedure without ureteral ligation. Soon 
after, animals (n=7) received MSCs (1x106) or its CM (500 µl), via cava vein. 
The experimental animals were separated into four groups: Sham, UUO, 
UUO+MSCs and UUO+CM. 
At days 7 and 14 post surgery, the animals were euthanized.  The left kidneys 
were extracted and washed in saline solution. One portion of each kidneys 
was fixed in 10% formaldehyde for histological examinations and 
Immunohistochemical detection, while the another portion was stored at 
liquid nitrogen for later real-time PCR. 
 
MSCs culture 
Bone Marrow was collected from female rats by flushing the femurs and 
cultured as described previously. Third and fourth-passage cells, or its 
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medium, were used for transplantation. According to previously described 
methods by our laboratory (26), cytometer analysis were performed to 
examine the representative markers characteristics of MSCs (CD45-, CD90+), 
and the multilineage differentiation of MSCs under adipogenic and 
osteogenic differentiation conditions (data not shown).  
 
Preparation of CM 
Eighty percent confluent MSCs were washed with phosphate buffered saline 
(PBS) and then fed with serum-free medium for 24 hours. After that, medium 
was collected and underwent centrifugation (2000 rpm for 10 min at 4°C) 
removing the cell debris .  For each animal we used 500 µl of medium 
generated by approximately 5x106 cells. 
 
Histological analysis 
The kidneys were collected and fixed in 10% phosphate-buffered formalin. 
The tissues were subsequently embedded in paraffin, sectioned and stained 
with Sirius Red. The kidneys were observed by a pathologist and one of the 
investigators. Data were analyzed for fibrosis and the changes were 
quantified using the J Image™ software. 
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Immunohistochemical evaluations 
Epithelial-mesenchymal transdifferentiation, proliferation and apoptosis 
were identified by immunohistochemistry.   Tissue sections were processed 
for free-floating immunohistochemistry according to the streptavidin-biotin-
peroxidase method.  
Briefly, sections were hydrated through graded alcohol solutions and boiled 
for 30 min in Tris-EDTA buffer.  After rinsing with TBS (Tris buffer solution) 
the sections were incubated in 3% H2O2 for 15 minutes to quench 
endogenous peroxidase activity, followed by blocking of any unspecific 
binding with Protein Block Solution (DAKO-USA). Then sections were 
incubated overnight at 4°C with primary antibodies against Alpha- SMA 
(alpha smooth muscle actin, DAKO-USA), PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen, DAKO-USA) and caspase-3 (Millipore-USA) diluted in antibody 
diluent (DAKO-USA). In the control experiments, the primary antibodies was 
omitted and replaced by antibody diluent only. 
After rinsing, tissues were incubated for 30 min at room temperature with a 
secondary antibody using a DAKO LSABTM KIT (Dako Cytomation, CA, USA), a 
labeled streptavidin-biotin reagent system that includes a biotinylated 
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secondary antibody plus horseradish-labeled streptavidin-biotin reagents. 
After rinsing with TBS the complex was visualized with a chromogenic 
method using 3,3’diaminobenzidine solution. 
Tissues were transferred to TBS to stop the reaction and washed with 
distillated water. Subsequently, the sections were stained with Harry’s 
hematoxilyn.  Then tissues were dehydrated through graded alcohol washes, 
cleared in xylene and covered with a cover slip. The changes were quantified 
using CorelDraw ™suite and UTHSCSA Image Tool™ software. 
RNA isolation, reverse transcriptase and quantitative Real time PCR 
Total RNA from removed kidneys was extracted using a Trizol technique 
(Invitrogen Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions 
and published protocol (27). Reverse transcription was performed using a 
High Capacity cDNA for real-time PCR (Applied Biosystems-USA). Primers for 
TNF-α (forward: ACTCCCAGAAAAGCAAGCAA; reverse: 
CGAGCAGGAATGAGAAGAGG), Col1A1 (forward: 
TGGCCAAGAAGACATCCCTGAAGT; reverse: ACATCAGGTTTCCACGTCTCACCA) 
and α-SMA (forward: TATTGTGCTGGACTCTGGAGATGG; reverse: 
AGTAGTCACGAAGGAATAG CCACG) were designed using Primer 3™ software 
based on the genome bank of UCSC Genomes Bioinformatics. Primers were 
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synthetized by Prodimol. A real time analysis was performed on ABI Prism 
7900 (Applied Biosystems) using the Sybr Green PCR Master Mix for real-time 
PCR (Applied Biosystems). Beta-actin was used as endogen control. The 
relative expressions were determined by a stand (standard?) curve.  
 
Statistical analysis 
 Results are expressed as the mean ± SD (standard deviation). For all studies 
One-Way variance analysis (ANOVA) was used followed by Newman-Keuls 
test. The statistical significance level was defined as p˂0.05 
 
Results 
TNF-α  
To examine whether MSCs and CM would affect the modulation of 
inflammation after UUO, the proinflammatory cytokine TNF-α mRNA 
expression was analyzed by real-time PCR at day 7 and 14. At day 7 were 
observed a drastic reduction of the levels of TNF-α mRNA in the UUO+MSCs 
and UUO+CM when compared to the UUO group (Fig 1A). At 14 day were not 
found any traces of TNF-α mRNA amplification product.  
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 Col1A1  
To confirm if the MSCs and CM can modulate the expression of collagen after 
UUO, the expression of Col1A1 mRNA was evaluated by real-time PCR at day 
7 and 14. At day 7 was observed transcription reduction of Col1A1 in the 
UUO+MSCs and UUO+CM groups when compared to the UUO group (Fig. 
1B). However, at 14 days, reduction only remains in the UUO+CM group 
when compared to UUO and UUO+MSCs groups (Fig 1 C). 
 
Sirius Red staining of renal tissues 
As can be observed, there was an increase in the amount of fibrosis during 
the experiment (Fig 2A and B). At day 7 the UUO+MSCs and UUO+CM groups 
showed lower amount of fibrosis area when compared to the UUO group (Fig 
4A). Surprisingly at day 14 only the UUO+CM group continue to shows 
smaller amount of fibrosis area when compared to UUO and UUO+MSCs 
groups (Fig. 2B). 
 
Gene and protein expression of α-SMA in renal tissues 
At day 7 and 14 increased expression of α-SMA gene and protein were 
observed in the UUO groups.  Remarkably, at day 7, there was reduction in 
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both gene and protein expression of mRNA of α-SMA in the UUO+MSCs and 
UUO+CM groups when compared to the UUO group (Fig. 3A and B). At day 
14, however, the gene expression of α-SMA in the UUO+MSCs group was 
similar to the UUO group pattern while the UUO+CM reduced even more   
gene expression (Fig. 3A). When observed protein expression at 14th day 
both UUO+MSCs and UUO+CM groups continue to exhibit reduced amount 
of α-SMA (Fig. 3C) 
 
PCNA expression 
There were similar increases in cellular proliferation in the UUO group in  
both periods, 7 and 14 days. At 7 day, the UUO+MSC and CM groups showed 
a reduction in the cellular proliferation when compared with UUO group (Fig. 
4A). Surprisingly, at day 14, the amount of PCNA increased in the UUO+MSC 
and UUO+CM groups when compared with the UUO group (Fig. 4B). 
 
Activated CASPASE-3 expression 
At day 7 , caspase-3 expression presented  no statistical differences among 
groups (Fig. 5A). At day 14, the amount of activated caspase-3 increased 
substantially in the UUO group. However, the UUO+MSCs showed reduced 
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levels of caspase-3 when compared to the UUO and UUO+CM groups (Fig. 
5B). 
 
Discussion 
Previous studies showed beneficial effects of MSCs administration in 
experimental models of AKI (10, 12). However, the relevance of these 
observations in AKI and CKD is unclear and data on MSCs administration in 
CKD are sparse. Only few studies evaluated the administration of MSCs and 
suggested prevention in the progress to CKD (11, 31-34).  
Furthermore, although most of the reports on beneficial effects suggested 
that the therapeutic effect is at least in part mediated by paracrine factors 
secreted by the cells (35), again, only few studies have applied MSC-CM as 
therapeutic strategy (17-19). 
Koopen et al. demonstrated that the MSC-derived conditioned medium 
(MSC-CM) rescues kidney function in rats with established CKD (17). Bi et al. 
demonstrated that administration of conditioned medium (CM) from bone 
marrow-derived MSCs in a model of AKI increased survival and limited renal 
injury, assessed as decreased blood urea nitrogen concentrations (18). 
Geishara et al., however, could not confirm such beneficial effects of MSC-
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CM in experimental AKI (19). Recent reports support a central role for 
microvesicles (20, 21) or exosomes (22) in MSC-mediated tissue repair. In 
experimental myocardial infarction the cardio-protective effects of human 
embryonic MSC-CM were attributed to exosomes (23, 24). 
This is the first study to evaluate the impact of CM-MSCs on obstruction-
induced EMT and renal fibrosis. Another study already showed that arterially 
MSCs can reduce renal fibrosis and EMT (46). Our results demonstrate that 
intravenous delivered MSCs and its CM significantly reduce α-SMA expression 
in response to 7 and 14 days of renal obstruction. This suggests that MSCs 
prevent obstruction-induced EMT, which is thought to contribute greatly to 
renal fibrosis, as a large proportion of interstitial fibroblasts originate from 
tubular epithelium during obstruction (47). Our results further demonstrate 
that intravenous delivered MSCs and especially CM-MSC significantly reduce 
obstruction-induced collagen deposition and tubulointerstitial fibrosis as 
determined by real-time PCR for Col1A1 mRNA concentrations and Sirius Red 
staining. Our hypothesis is MSC-CM has more paracrine factors generated by 
a pool of cells in vitro than an amount of paracrine factors generated by few 
numbers of cells that can get into injury site.    
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To investigate the effects of MSC or MSC-CM administration on the 
inflammation, we examined the levels of TNF-α, one of the most important 
indicators involving in the inflammatory and fibrogenesis process within the 
renal tubular tissues (36). At day 7 we observed an increased reduction in the 
gene expression levels of TNF-α. However, at day 14 we did not find any 
traces of amplifications products. This might be because the TNF-α is an 
acute inflammatory marker and the cells stop its production after a certain 
period. These results suggest that the mechanism of MSC-induced renal 
protection may involve alterations in TNF-α production. TNF-α is a potent 
proinflammatory cytokine that has been implicated in the pathophysiology of 
a wide variety of renal and glomerular diseases. TNF-α is produced 
predominantly by tubular epithelial cells, not infiltrating macrophage, in 
response to renal obstruction and has previously been shown to have a 
significant role in obstruction-induced renal injury. (48). TNF-α directly 
stimulates obstruction-induced renal tubular cell apoptosis, α-SMA 
expression and deposition, collagen deposition, and a deterioration in renal 
function (49,50). While altered TNF-α production may be a mechanism of 
MSCs-induced renoprotection during UUO, TNF-α’s specific role in MSCs or 
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CM-MSC-induced renoprotection and the signaling mechanisms involved in 
alterations in TNF-α production remain to be determined. 
PCNA is a common marker for cellular proliferation. Tubular and interstitial 
PCNA-positive cells significantly increased after 7 days of obstruction.  This 
increase in PCNA-positive cells is in agreement with previous studies from 
several investigators and likely reflects the proliferation of interstitial and 
tubular cells (40-44). This is the first study, to our knowledge, to evaluate the 
impact of MSCs and CM-MSCs on obstruction-induced cellular proliferation. 
At day 7, we observed a decreasing number of PCNA-positive cells in the 
UUO+MSCs and UUO-CM groups when compared to the UUO group. 
However, at day 14, the amount of PCNA-positive cells in the UUO group 
remains almost the same while the number of PCNA-positive cells increased 
especially in the UUO+MSCs group. Somehow, the MSCs seem to stimulate 
the cellular proliferation, probably fibroblasts.  
Finally, activated caspase-3-positive cells were both significantly increased in 
the obstructed kidney (40,42). Remarkably, only at day 14, it was observed a 
decreasing number of activated caspase-3-positive cells in the UUO+MSC 
group. The data shows, for the first time, the capacity of MSCs reduce 
apoptosis in the UUO model. 
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In summary, interstitial renal fibrosis is a common final pathway leading to 
end-stage renal failure, irrespective of the nature of the initial renal injury. 
Our findings provide, for the first time, in vivo evidence that MSCs and 
especially CM-MSC significantly attenuates tubulointerstitial damage in an 
experimental model of renal tubulointerstitial fibrosis after UUO. The overall 
effect of both treatments in this model appears to be both anti-inflammatory 
and anti-fibrotic. In view of its protective effect on different mechanisms of 
pathogenesis in this UUO model, MSCs and CM-MSC might be useful as an 
early therapeutic agent for progressive renal fibrosis in humans. 
 
Conclusion 
Results suggest for the first time, that the i.v. administration of bone marrow 
derived mesenchymal stem cells and mesenchymal stem cells-derived 
conditioned medium improve fibrosis progression and modulate factors 
involved in apoptosis, inflammation, cell proliferation and Epithelial-
Mesenchymal Transition in Wistar rats subjected to UUO.  
These results indicate a potential treatment of this pathophysiological 
progressing and help us understand the mechanism of action of the MSCs. 
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